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Immunohistochemical　Localization　of　BMP　 and
BMP　Receptors　inDeveloping　Human
submandibular　Gland
Kimiharu　AMBE1,　Toshihiro　NAkAGAwA1,　Shinya　TAKAHAsHI2　and　Hiroki　WATANABE1
　　　 Recently　it　has　become　evident　that　Bone　morphogenetic　proteins(BMPs)are　mul-
tifhnctional　cytokines　that　regulate　the　proliferation　a d　differentiation　fvarious　types
of　cells　and　play　certain　roles　in　organogenesis　and　apoptosis,　though　they　were　first
identified　as　active　components　within　osteoinductive　xtracts　derived　from　bone.　We
immunohistochemically　investigated　the　expression　and　cellular　localization　of　BMPs
and　BMP　 receptors(BMPRs)in　human　 submandibular　gland　in　order　to　clarify　the　role
of　BMPs　 in　the　morphogenesis　of　salivary　gland.
　　　 In　the　16thfetal　week,　immunoreactivity　of　BMP-2　 and　BMP-3　 was　detected　on
many　cells　in　terminal　buds　and　primary　ducts.　Immunoreactivity　of　BMP-2was　 local-
ized　to　terminal　buds　and　acinar　cells　after　the　22nd　week.　There　was　no　BMP-3　 im-
munoreactivity　at　acini,　but　it　was　observed　at　ductal　cells　in　the　26th　week.　Immuno-
reactivity　of　BMP-4　 was　localized　to　part　of　terminal　buds　and　primary　ducts　in　the
16th　week.　The　number　of　anti-BMP-4positive　cells　decreased　with　the　development　of
the　fetus,　and　they　were　not　observed　in　the　26th　week.　BMPR-IA　 and　BMPR-II　 were
expressed　in　terminal　buds　and　primary　ducts　in　the　16th　week.　Although　BMPR-IA
positive　cells　disappeared　in　the　26th　week,　BMPR-II　 positive　cells　were　still　observed
in　the　ductal　system.
　　　 These　findings　suggest　that　BMP-2,　 BMP-3　 and　BMPR-II　 may　 be　related　to　the
proliferation　of　submandibular　gland　cells,　whereas　BMP-2,　 BMP-4　 and　BMPR-IA
may　have　an　important　role　in　the　dif℃erentiation　facinar　cells　and　ductal　cells.
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a:胎生16週齢におけるBMP-2の局在は,細胞集団と導管様構造物を構成する多くの細胞に陽性反応
　 がみられる。　 ×100
b:胎生20週齢では細胞集団と導管様構造物の一部の細胞(矢 頭)に限局して観察される。　 ×100
c:胎生22週齢ではBMP-2陽性細胞(矢 頭)が減少している。　 ×100
d:胎生26週齢では陽性細胞はほとんど観察されない。　 ×100
緒
言
　Bone　Morphogenetic　Protein(BMP)は,単に
骨形成 を誘導 す るだ けではな く,種 々の細胞 の増
殖や 分化1,2),個体 発 生 に お け る中胚葉 の形成3,4),
神経堤細 胞 の移 動5,6),アポ トー シスの誘 導7)など
その多彩 な機 能 が報 告 され てい る。 また,BMP
フ ァ ミリー は心臓8),腎臓9),肺10),歯11)など数 多
くの器官 におけ る形態形成 に も深 く関連 してお り,
発生過程 に不 可欠 な因子 で ある ことが判 明 してい
る。
　一方,唾 液腺 におい て も各種BMPの 存 在12～16)
が確 認 され,そ の機能 に関 して検 討 され て きた。
しか し,こ れ らの報告 はマ ウスや ラ ッ トを用い た
検 索 で あ り,ヒ ト唾 液 腺 の 形 態 形 成 に お け る
BMPフ ァ ミリーの関連性 につい て検討 した報 告
はない。
　 そ こで本研 究で は ヒ ト顎下腺 を用い,そ の発育
過 程 にBMPと そ の 受 容 体(BMP　receptor:
BMPR)が どの よ うに関与 して い るか を解 明す
る目的 で,BMP-2,-3,-4および その受 容体 で
あ るBMPR-IA,-IB,-Ⅱの局 在 と推 移 を免疫
組織 化学 的に検索 した。
材料および方法
　 1.研 究 材 料
　材料には,奥 羽大学歯学部生体構造学講座所蔵
のヒ ト胎児顎下腺 を使用 した。観察期間は,胎 齢
16,20,22,26週齢 とした。 なお胎齢 は体重 を
考慮のうえ,国友の座高表17)を参考に決定 した。
(2)
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図2　各胎齢におけるBMP-3の局在
a:胎生16週齢における抗BMP-3の反応は,細胞集団と導管様構造物の多くに陽性反応がみられる。
　　　 ×100
b:胎生20週齢でも細胞集団と導管様構造物に陽性反応が観察される。　 ×100
c:胎生22週齢では抗BMP-3の陽性反応は減弱 し,導管系に弱陽性反応がみられる。　 ×100
d:胎生26週齢では腺房では陽性反応は確認されず,導 管系(矢 印)に弱陽性反応が観察 される。
　　　 ×100
　 また,本研究の計画立案および遂行は,本 学倫
理審査委員会の承認を得て施行 した。
　 2.研 究 方 法
　標本の作製手順は,ま ず顎下腺 を摘出し,10%
中性緩衝ホルマリン液にて浸漬固定を行った。試
料 は30%ショ糖 液 にて氷 結 防止処 理 を行い,
Tissue　Mount(白井松器機,東 京)に 包埋,液
体窒素で急速凍結 し,クリオスタッ ト(MICROM,
Germany)にて厚 さ10μmの連続切片を作製 した。
　凍結切片 を0.3%H202含有メタノール溶液 にて
10分間処理 し,内 因性ペルオキシダーゼを不活
性 化 した。 次 い で,10%正 常 ウ サ ギ 血 清
(HlsTOFINE　sAB-PO　Kit,ニチレイ,東京)に
て10分間,ブ ロッキ ング処理 を行い,一 次抗体
を反応 させた。
　 本 研 究 に 使 用 した 一 次 抗 体 は,goat　anti　human
BMP-2(Cat#sc6895,　santa　Cruz　Biotechnology,
Inc.　CA,　UsA)(希 釈 倍 率1:5000),　rabbit　anti
human　 BMP-3(Cat#sc9031,　 santa　Cruz
Biotechnology,　Inc.CA,　UsA)(希 釈 倍 率1:5000),
mouse　anti　mouse　BMP-4(Cat#sc12721,　santa
Cruz　Biotechnology,Inc.　CA,　UsA)(希 釈 倍 率1:
2000),goat　anti　human　 BMPR-IA(Cat
#sc5676,　santa　Cruz　Biotechnology,　Inc.　CA,
UsA)(希 釈 倍 率1:2000),　goat　anti　human
BMPR-IB(Cat#sc5679,　 santa　 Cruz
Biotechnology;Inc.　CA,　UsA)(希 釈 倍 率1:2000),
goat　anti　human　BMPR一 Ⅱ(Cat#sc5683,　santa
Cruz　Biotechnology,　Inc.CA,　UsA)(希 釈 倍 率1:
5000)の6種 類 で,そ れ ぞ れ10時 間 反 応 させ た 。
(3)
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図3　 各胎齢におけるBMP-4の局在
a:胎生16週齢におけるBMP-4の局在は,細胞集団と導管様構造物の一部の細胞(矢 頭)に 限局
　 している。　 ×100
b:胎生20週齢でも細胞集団と導管様構造物の一部に陽性細胞(矢 頭)が存在する。　 ×100
c:胎生22週齢では数は減少しているもののBMP-4陽性細胞(矢頭)が みられる。　 ×100
d:胎生26週齢では陽性細胞はほとんど観察されない。　 ×100
　 次 に,二 次 抗 体 と してbiotinylated　anti　goat
immunoglobulin(DAkO　Corp.,　CA,　UsA),
biotinylated　ntirabbit　mouse　immunoglobulin
(HIsTOFINE　sAB-PO　kit,ニチ レイ,東 京)を
30分間,そ の 後peroxidase標識streptavidin
(HlsTOFINE　sAB-PO　kit,ニチ レイ,東 京)を
15分間反応 させ た。0.3%H202を含 む0.05%3.3-
diaminobenzidine　tetrahydrochloride(DAB)溶
液(0.05M　Tris-Hcl緩衝 液pH7.6)にて発 色 を
行 い,5%methyl　green(武藤 化 学 薬 品,東 京)
にて核染 後,光 顕観 察 を行 った。 なお,切 片の洗
浄 お よび抗 血清 の希釈 に は0.05M　Tris-HCI緩衝
液(pH7.6)を用 いた。
　対照実験 は,一 次抗 体の かわ りに正常 ヤギ血清
(DAkO　Corp.,　CA,　USA)を 用い て同様 の反応
を行 った。
結 果
　 1.各胎齢におけるBMP-2の局在
　胎生16週齢 の顎下腺 は,腺 房様 を呈す る末端
の細胞集団 と管腔 を有する導管様構造物で構成 さ
れていたが,そ の分布は疎であった(図1-a)。
　抗BMP-2の反応 は,末 端の細胞集団 と導管様
構造物 を構成す る多くの細胞に陽性反応がみられ
た(図1-a)。
　胎生20週齢では,導 管様構造物 は数層 の細胞
か ら構成 され,導 管 として構築が明瞭となった。
末端の細胞集団数は増加 したが,分 布 は16週齢
と同様に疎であった(図1-b)。
　抗BMP-2の反応は,口 径の大 きい導管では陽
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図4　胎生16日齢における各BMPRの局在
　　　a:抗BMPR-IAの反応は,末端の細胞集団(矢 頭)に陽性反応がみられ,導 管様構造物(矢 印)で も弱
い陽性反応が確認される。　 ×100
　　　b:抗BMPR-IBの反応は,細胞集団,導管様構造物ともに陽性反応はみられない。　 ×100
　　　c:抗BMPR-IIの反応は,　BMPR-IAと同様に末端の細胞集団と導管様構造物に観察される。　 ×100
性反応は減弱 していた。また,末 端の細胞集団に
おいても,抗BMP-2の陽性反応はすべての細胞
ではなく,一部の細胞 に限局 していた(図1-b)。
　胎生22週齢になると,末 端の細胞集団 を構成
する細胞 は,豊富な細胞質 をもつ腺細胞へと分化,
腺房 を形成 していた(図1-c)。
　抗BMP-2の陽性反応 は,腺 房では観察 されな
くなったが,未 分化な細胞集団では陽性細胞が,
これ までと同様にみられた。一方,導 管において,
抗BMP-2の反応は陰性であった(図1-c)。
　胎生26週齢の顎下腺 は,腺 房 と導管数 が増加
し,22週齢までと比較 して分布が密 となった(図
1-d)。
　抗BMP-2については,腺 房の一部の細胞 を除
き,陽性反応は認め られなかった(図1-d)。
　 2.各胎齢におけるBMP-3の局在
　胎生16週齢 における抗BMP-3の 反応 は,細
胞集団と導管様構造物のすべての細胞に陽性反応
がみられた(図2-a)。
　胎生20週齢でも抗BMP-3の反応 は,末 端の細
胞集団 と導管に陽性反応が広範囲に観察 された
(図2-b)。
　胎生22週齢 になると抗BMP-3は,末端の細胞
集団と導管系では陽性反応がみ られたが,腺 房で
は陰性であった(図2-c)。
　胎生26週齢では導管系の細胞にのみ抗BMP-3
の陽性反応が限局 し,腺 房は陰性であった(図
2-d)。
　 3.各胎齢におけるBMP-4の局在
　胎生16週齢における抗BMP-4の反応 は,細 胞
集団と導管様構造物の一部の細胞 に散在性に陽性
反応がみ られた(図3-a)。
　胎生20および22週齢で も末端の細胞集団 と未
熟 な導管系では抗BMP-3陽性細胞 が確認 された
が,増 齢に伴いその数は減少 した(図3-b,c)。
　胎生26週齢における抗BMP-4については,腺
房や導管系 を構成する細胞に陽性反応が観察 され
なくなった(図3-d)。
　 4.各胎齢におけるBMPRの局在
　 胎生16週齢 にお ける抗BMPR-IAの反応 は,
末端の細胞集団に陽性反応がみられ,導 管様構造
物で も弱い陽性反応が確認 された(図4-a)。一方,
抗BMPR-IBの反応は,細 胞集 団,導 管様構造
物 ともに陽性反応 はみ られ なかった(図4-b)。
(5)
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図5　 胎生20日齢における各BMPRの局在
　 　 a:BMPR-IAの局在は,細胞集団と導管様構造物の一部の細胞(矢頭)に みられる。　 ×100
　 　 b:BMPR-IBの局在は観察されない。　 ×100
　 　 c:BMPR-IIの局在は,16週齢と同様に細胞集団と導管様構造物に観察される。　 ×100
抗BMPR-IIの反応は,　BMPR-IAと同様 に末端
の細胞集団 と導管様構造物に強 く認め られた(図
4-c>。
　胎生20週齢 におけ る抗BMPR-IAの反応 は,
末端の細胞集団 と未熟な導管系に観察 されたが,
16週齢に比べ細胞集団,導 管系の一部の細胞 に
限局 す る傾 向 を示 した(図5-a)。一 方,抗
BMPR-IBの反応 は,20週齢 において も陰性 で
あった(図5-b)。抗BMPR-IIの反応 は,16週
齢 と同様 に末端の細胞集団と導管系の細胞に広範
囲に観察 された(図5℃)。
　胎生26週齢 におけ る抗BMPR-IAの反応 は,
20週齢とは異 な り腺房や導管系 を構成する細胞
に陽性反応 はみ られなかった(図6-a)。また,
抗BMPR-IBの反応 も腺房,導 管系 ともに陰性
であった(図6-b)。一方,抗BMPR-IIの反応は
腺房では観察 されず,導 管系の細胞にのみ限局 し
た(図6-c)。
考 察
唾液腺の形態形成における細胞増殖因子の発現
とその作用に関 しては,数 多くの因子の関与が報
告 されている18～21)。しかし,それ らの多くは唾液
腺の発生初期における細胞増殖や分枝機序 に関す
るものであり,特 に腺細胞の分化に関与する因子
についての報告は少ない。BMPと 唾液腺の発育
過程 に関連性についても,各種BMPと その受容
体 の存在12～14)やmRNAの発現15,16)が検 索 され,
唾液腺の発生や形態形成 にBMPが 深 く関連する
可能性が示唆されている。
　本 研究 では,ヒ ト顎 下腺 の発育過程 に伴 う
BMP-2,-3および 一4の局在 を胎齢16週齢か ら26
週齢 まで検索 した。その結果,胎 生16週齢にお
いてヒ ト顎下腺 は,管腔 を有す るものの未分化な
導管様構造物 と末端の未分化な細胞集団とから構
成 されてお り,そ の両者にBMP-2,-3,-4の局
在が観察 され た。BMP-3の局在は末端の細胞集
団 と導 管様 構造 物 のすべ て の細胞 にみ られ,
BMP-2の局在 も両者の多くの細胞 に観察 された。
胎生16週齢 ヒ ト顎下腺 における末端 の細胞集団
は,数 多 くの細胞が密集する細胞塊の状態であり,
腺細胞への分化はみ られない。導管様構造物にお
いても管腔の形成 は認められるものの,構 成細胞
は立方形で多層 を成 してい る。胎生16週齢 の顎
(6)
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図6　胎生26日齢における各BMPRの局在
　　　a:抗BMPR-IAの陽性反応はみられない。　 ×100
　　　b:抗BMPR-IBの反応も他の胎齢と同様に,陽性反応はみられない。　 ×100
　　　c:抗BMPR-IIの反応は腺房では陰性であるものの,導管系に弱陽性反応(矢 印)が観察される。
　　　　　　 ×100
下腺では細胞の分化は開始 しておらず,盛 んに細
胞増殖 が行われている時期である。 この時期に
BMP-2,-3の発現が多 くの細胞 に観察 されたこ
とは,顎 下腺の発生初期段階における細胞増殖に
BMP-2と一3が関与する可能性 を示唆す るものと
考 えられる。腺細胞の分化 と導管系の構築が始 ま
る胎生22週齢では,BMP-2と一3の発現は徐々に
減弱 したことからも,両者が細胞増殖 に関与する
ことが示唆 され る。
　 これに対 してBMP-4の局在は,胎 生16週齢に
おいて細胞集団 と導管様構造物 にみ られ たが,
BMP-2や一3とは異 なりその局在は散在性であ り,
一部の細胞に限局 していた。 この結果はBMP-4
が未分化な細胞の増殖に関連する可能性が少ない
ことを示す結果 と考 えられる。BMP-4は末端の
細胞集団と導管様構造物の一部の細胞 に限局 して
いたことから,その作用は腺細胞への分化のみな
らず,導 管系の各部位を構成する細胞の分化にも
働 くことが示唆 された。同様にBMP-2について
も一部の細胞に限局 して反応がみ られる時期 も存
在 していたことか ら,腺細胞と導管系細胞の形態
分化 にBMP-2とBMP-4の両者 が関与す る可能
性が考えられた。本研究の観察期間では,顎 下腺
の腺房は未熟であり,粘液腺細胞や漿液腺細胞が
形成段階である。よってBMP-4や一2の腺細胞へ
の分化という点は,内胚葉性上皮細胞が前腺細胞
(proacinar　cell)に分化す る発育過程 に関与す
るものと考えられる。
　TGF一βスーパーファミリーに属するタンパク
は,標 的細胞のセ リン/スレオニ ンキナーゼ型 レ
セプターに結合することにより生物学的な機能を
発現すると報告22)されている。BMPRはBMPR-
1およびBMPR一Ⅱに大別 され,単 独ではリガン
ドとそれほど強い結合力をもたず,両 者が一緒に
なっては じめて高い結合活性を発揮する23)。本研
究ではBMPR-1およびBMPR一Ⅱの両者を検索
し,BMPR-1に関 してはIAとIBの 二種につ
いて検索 した。 その結 果,観 察 期 間を通 じて
BMPR-IBの発 現 はみ られず,　BMPR-IAお
よびBMPR一Ⅱの発現が観察 された。胎生16週齢
でのBMPR-IAとBMPR一Ⅱの局在 は類似 して
おり,両者が結合 し,リ ガンドとの高い結合活性
を発現す ることを伺 わせ る。 しか し,胎 生20週
齢以降は二種の レセプターの局在に差異がみ られ
(7)
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た。すなわち,BMPR-IAの局在は末端の細胞
集団と導管様構造物の一部の細胞に限局 してみ ら
れ,BMPR一Ⅱの局在 は末端の細胞集団と導管様
構造物の多くの細胞にみ られたが,徐 々に導管系
の細胞 にのみ発現するようになった。BMPR-I
Aは マウスにおいて,胎 生期の多くの器官に発現
し,多様な機能 を行 うことが報告 されている24>。
また,器 官形成 におけるBMPRの 局在に関 して
は,心臓8),腎臓9)および歯11)などの報告がある。
これ らでは,器 官形成の初期 において,BMPR
は単独で機能 し,細胞の誘導や分化の調節,ア ポ
トーシスなどに関与することが報告 されてい る。
これまでのBMPRに 関す る報告25～27)と本研究結
果よりヒ ト顎下腺の形態形成で は,BMPR-IA
は未分化な内胚葉性上皮細胞の腺細胞(前腺細胞)
への分化と導管系細胞への分化に関与す ること,
BMPR一Ⅱは顎下腺の終末部や導管系の各部位に
おける細胞増殖 に作用する可能性が示唆 された。
結 論
　胎生16週齢 から26週齢までの ヒ ト顎下腺の成
長発育 におけるBMPと その受容体の局在につい
て免疫組織化学的に検索 し,以下の結論を得た。
　 1.BMP-2の局在 は,胎 生16週齢で は末端の
細胞集団と未熟な導管様構造物の多くに陽性細胞
がみ られ たが,増 齢 に伴い徐 々に減少,26週齢
では未分化な細胞集団に若干のBMP-2陽性細胞
が存在 していた。
　 2.BMP-3の局在は,胎 生16週齢の顎下腺 を
構成す る細胞すべてに陽 性反応 がみられたが,26
週齢では導管系にのみ陽性反応 が限局した。
　 3.BMP-4の局在 は,胎 生16週齢 において末
端の細胞集団 と未熟な導管様構造物の一部に陽性
細胞が観察 されたが,20,22週齢 と陽性細胞は
減少,26週齢では観察 されなかった。
　 4.BMPR-IAの局在は,胎 齢16日齢では未
分化な細胞集団 と未熟な導管系の一部にみられた
が,胎 生26日齢では確認 され なかった。 また,
BMPR-IBの局在は,観 察期間を通 じて確認 さ
れなかった。
　 5.BMPR一Ⅱの局在は,胎 齢16日齢では顎下
腺を構成する細胞に広範囲にみられ,増 齢に伴い
導管系 に限局す る傾 向 を示 した。
　 以上 の こ とか ら,ヒ ト顎 下腺 の形 態形 成 には
BMP-2,-3,-4が深 く関連 す るこ とが示 唆 され
た。特 に,顎 下腺 発生 初期 の細 胞増殖 にBMP-2,
-3およびBMPR一 Ⅱが,腺 細胞 や導管系 細胞 の分
化 にBMP-2,-4およ びBMPR-IAが 関与 す る
ことが本研 究 によって示 された。
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